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Preglednica 1:   Primerjava vrednosti EC50, LC50 in IC50 poli-APS, cinkovega in bakrovega 
piritiona (Faimali in sod., 2003; Garaventa in sod., 2003) ter sintetiĉnih 
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ANOVA             enosmerna analiza variance 
 
B. amphitrite      rak vitiĉnjak Balanus amphitrite, modelni organizem, ki smo ga    
                           uporabili pri testih protivegetativne uĉinkovitosti in toksiĉnosti 
 
CDP                   barve z nadzorovanim odvajanjem aktivnih molekul brez kositra (ang. tin-
free controlled depletion paints) 
 
DAPI                  4-6-diamidino-2-fenilindol 
 
DMSO               dimetil sulfoksid 
 
EC50                   poloviĉna efektivna koncentracija, oz. koncentracija, pri kateri je deleţ 
pritrjenih poskusnih ţivali 50 odstotkov manjši kot pri kontrolni raztopini 
 
LC50                   poloviĉna letalna koncentracija, oz. koncentracija, ki povzroĉi smrt 50 
odstotkov poskusnih ţivali glede na kontrolno raztopino 
 
LOEC                 najniţji doloĉeni uĉinek koncentracije 
 
 
IC50                    poloviĉna inhibitorna koncentracija, oz. koncentracija, ki povzroĉi inhibicijo 
plavanja 50 odstotkov poskusnih ţivali 
 
MW                    molekulska masa (ang. molecular weight)  
 
Poli-APS    polimerne alkilpiridinijeve soli 
 
PBS                   slani fosfatni pufer pH 7,4 
 
SNK                   Student–Newman–Keulsov test 
 
TBT                    tributiltin 
 
TF-SPC              samoĉistilne barve brez kositra (ang. tin-free biocide-containing self-
polishing paints) 
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Morje predstavlja ţivljenjski prostor številnih organizmov, ki so v dolgi zemeljski zgodovini z 
evolucijskimi procesi spreminjali svoje oblike in lastnosti. Mnoge prilagoditve so jim 
omogoĉile ţivljenje v pestrem okolju, ki se je neprestano spreminjalo, tako na fizikalni, kot na 
kemijski in biološki ravni.  
Najveĉja biološka raznolikost je v priobalnem pasu, kjer intenzivni in spreminjajoĉi se 
ţivljenjski dejavniki in viri doloĉajo rast in razvoj razliĉnih organizmov v številnih ekoloških 
nišah. 
Z narašĉanjem števila organizmov nastaja med- in znotrajvrstna kompeticija za iste vire  
(Fusetani in Clare, 2006; Sepĉić, 2008), kar pospeši dodatna prilagajanja, nastajanje vrst in 
razvoj novih lastnosti (Tarman, 1992). 
 
Veliko priobalnih morskih nevretenĉarjev ima v svojem ţivljenjskem ciklu planktonske 
liĉinke, ki sprva prosto plavajo, nato pa si poišĉejo primerno podlago za pritrditev in 
preobrazbo. Faza iskanja in izbire primernega prostora za pritrditev je kljuĉna za preţivetje 
organizma in je odvisna od razliĉnih okoljskih dejavnikov (svetloba, temperatura, slanost, tip 
podlage, starost organizma,…), med katerimi izstopajo kemijski signali, ki jih lahko oddajajo 
ţe naseljeni istovrstni organizmi ali tudi simbionti, plenilci, plen in gostitelji ter drugi primerni 
substrati (skale, razliĉne potopljene konstrukcije). Vĉasih so idealna podlaga lahko tudi ţe 
pritrjeni organizmi, katerim prerašĉanje z drugimi organizmi lahko ogrozi preţivetje, zato se 
pred tem zavarujejo z razliĉnimi mehanizmi, med katerimi izstopa kemijska obramba 
(Fusetani, 2004). 
 
Skupina organizmov, ki se pred prerašĉanjem uĉinkovito zavaruje s pomoĉjo kemijske 
obrambe, so morske spuţve (Porifera) (Tsoukatou, 2002; Sepĉić, 2008). Predstavljajo bogat 
vir razliĉnih spojin, ki kaţejo zanimive biološke uĉinke in so potencialno uporabne v medicini 
(Faulkner, 2000) in razliĉnih industrijskih panogah (Fusetani, 2004). Te snovi spuţve 
uporabljajo za zašĉito pred plenilci, teritorialno kompeticijo ali protivegetativno obrambo, ki 
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prepreĉi naselitev organizmov na njihovo površino (Fusetani, 2004; Blunt in sod., 2006; 
Fusetani in Clare, 2006; Sepĉić, 2008). 
Ĉloveštvo se ţe stoletja spopada z moteĉim in ekonomsko obremenjujoĉim prerašĉanjem 
potopljenih delov plovil in drugih konstrukcij v stiku z morjem (Almeida in sod., 2007). Za 
zašĉito teh konstrukcij so v uporabi klasiĉni, vendar toksiĉni zašĉitni premazi na podlagi 
cinka, bakra in kositra. Ker pa se bioakumulirajo in koncentrirajo v prehranjevalnih verigah 
morskih organizmov, za katere so bolj ali manj toksiĉni, se v zadnjem ĉasu njihova uporaba 
opušĉa ali je celo prepovedana (Faimali in sod., 2003b Omae, 2003b; Hellio, 2005; Almeida, 
2007). Zaradi znanih negativnih uĉinkov obstojeĉih protivegetativnih premazov je vedno 
pomembnejše odkrivanje in razvoj do okolja prijaznejših, naravnih protivegetativnih snovi 
(Fusetani, 2004; Almeida in sod., 2007). Nekatere naravne snovi so ţe pokazale uĉinkovito 
netoksiĉno delovanje proti prerašĉanju, zato bi jih lahko uporabljali v industriji 
protivegetativnih premazov (Tsoukatou, 2002; Faimali in sod., 2003b). 
 
Namen tega diplomskega dela je bil ugotoviti potencialno protivegetativno aktivnost 
(inhibicijo pritrjanja rakov vitiĉnjakov) in toksiĉnost izbranih sintetiĉnih analogov polimernih 
3-alkilpiridinijevih (poli-APS) soli iz morske spuţve Reniera sarai. Ker so se omenjeni 
polimeri v preteklih poskusih ţe izkazali za protivegetativno aktivne in nizko toksiĉne 
(Faimali in sod., 2003; Garaventa in sod., 2003), smo postavili delovno hipotezo, da bomo 
med sintetiĉnimi analogi tudi našli lastnosti netoksiĉnega protivegetativnega delovanja, kar 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ZNAĈILNOSTI SPUŢEV 
 
Spuţve (Porifera) so najbolj primitivne mnogoceliĉne ţivali. Nimajo pravih organov, ĉeprav 
imajo dobro razvita vezivna tkiva, v katerih celice opravljajo najrazliĉnejše funkcije. So 
sesilne in imajo nenavadno zgradbo telesa, zato so jih v preteklosti naravoslovci (Aristotel, 
Plinij) uvršĉali med rastline (Garaventa in sod., 2003). 
So slepa razvojna veja, saj se iz njih ni razvila nova ţivljenjska oblika. Odrasle spuţve so 
skoraj vedno pritrjene na podlago, njihova rast in oblika pa sta odvisni od njihovih lastnosti ter 
vodnih tokov v njihovi neposredni okolici. Njihova glavna lastnost so odprtine na površini, ki 
se delijo na maloštevilne odtekalke in manjše ter številnejše dotekalke. Skoznje filtrirajo vodo 
in se tako prehranjujejo. Ţivijo vse od obreţnega pasu pa do najveĉjih globin. Ker jih veĉina 
ţivi samo v ĉisti vodi, bogati s kisikom in z malo anorganskih delcev, jih lahko pojmujemo kot 
bioindikatorje ĉiste vode (Turk, 2007). 
 
2.1.1 Biološko aktivne snovi morskih spužev 
 
Spuţve so zaradi svoje zanimive zgradbe in kemizma ţe nekaj desetletij objekt intenzivnega 
raziskovanja, saj vsebujejo širok razpon sekundarnih metabolitov, med katerimi je veliko takih 
z nenavadnim kemizmom, ki se pogosto pojavljajo v visokih koncentracijah z moĉno biološko 
aktivnostjo. Zato ni presenetljivo, da ravno iz te skupine izhaja veĉ kot 50% vseh izoliranih 
protivegetativnih uĉinkovin (Raveendran, 2009). Produkti spuţev delujejo protivnetno, 
protitumorsko, hemolitiĉno, protivirusno, citotoksiĉno, protiglivno, protibakterijsko in celo  
antimalariĉno (Scott in sod., 2000; Oku in sod., 2004; Sepĉić, 2008). Uporabljajo jih tudi v 
kozmetiki, industriji ali celo kot molekularna orodja v medicini (genska terapija) in celiĉni 
biologiji (Sepĉić, 2008). Po drugi strani pa še vedno predstavljajo eno najmanj raziskanih 
skupin organizmov, saj je od deset tisoĉ opisanih vrst raziskanih le nekaj veĉ kot sto. 
 
Dragić I., Protivegetativna aktivnost sintetiĉnih analogov … iz morske spuţve Reniera sarai                              4 
     Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2010 
 
Zaradi svoje mehke zgradbe in sesilnega naĉina ţivljenja se spuţve ne morejo fiziĉno braniti 
pred plenilci in kompetitorji, zato za obrambo proizvajajo razliĉne metabolite. Eden od 
moţnih naĉinov, kako pridobijo potrebne snovi za zašĉito je ta, da s filtracijo preko hranil 
vsrkajo vase toksiĉne komponente, ki jih izloĉajo alge in korale ter jih nato preoblikujejo in 
uporabijo za svojo zašĉito (Raveendran, 2009). 
 
2.1.2 Protivegetativne snovi morskih spužev 
 
Proces prerašĉanja površin v morju ima veĉ stopenj. Na zaĉetku se nanje naberejo organski 
delci (proteini, proteoglikani, polisaharidi idr.), nato ga zaĉnejo prerašĉati biofilmi bakterij, alg 
in drugih mikroorganizmov ter nazadnje še makroskopski organizmi. Med razvojem bentoške 
zdruţbe se vzpostavijo kompleksni mehanizmi, ki uravnavajo interakcije med organizmi in 
potopljenim substratom ter vplivajo tudi na specifiĉno sestavo zdruţbe (Abarzua in 
Yakubowski, 1995). Spuţve so med sesilnimi organizmi ene tistih, ki se uspešno branijo pred 
prerašĉanjem s sintezo protivegetativnih snovi. Industrijsko in ekološko pomembnejše 
protivegetativne molekule spadajo med terpene, steroide, saponine, snovi, sorodne mašĉobnim 
kislinam, bromirane aminokislinske ter heterocikliĉne produkte (Fusetani, 2004). 
 
2.1.3 Reniera sarai 
 
Spuţva Reniera sarai ali kruhasta spuţva (slika 1) spada med kremenaste spuţve, ki jih 
uvršĉamo v razred Demospongia in druţino Haliclonidae. Je umazano bele, sivo bele ali 
rumenkaste barve z bolj ali manj nepravilno obliko, ki skorjasto prerašĉa podlago. Iz skorjaste 
osnove navadno izrašĉajo  do 5 cm visoki cevasti izrastki, ki se na vrhu odpirajo z dobro vidno 
izmetalko. Spuţva ima mastno površino, je krhke zgradbe in se drobi kot star kruh. Njeno 
ogrodje sestavlja preplet dokaj velikih, povsem enakih iglic. Je znaĉilen predstavnik 
organizmov, ki jih najdemo ob vhodih v podmorske votline in v notranjosti poltemnih votlin, 
vendar ne daleĉ od vhoda. V Jadranu je najpogostejša v globini med 15 in 50 m (Turk, 2006). 
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Slika 1: Reniera sarai (kruhasta spuţva) (foto: prof. dr. Tom Turk). 
 
Vsebuje 3-alkilpiridinijeve soli (Sepĉić in sod., 1997; Scott in sod., 2000), ki jih proizvaja v 
veĉjih koliĉinah (iz 50 g spuţvinega tkiva so izolirali 40-50 mg spojine (Faimali in sod., 
2003). Omenjene polimerne soli kaţejo širok spekter bioloških aktivnosti (Scott in sod., 2000; 
Sepĉić, 2008). Ţe na površini spuţve je vidno, da ni nobenih pritrjenih organizmov, kar kaţe 
na potencialno zašĉitno vlogo alkilpiridinijevih soli in morebitnih drugih metabolitov, ki 
prepreĉujejo pritrjanje organizmov (Turk in sod., 2007). 
 
2.2 PROBLEM PRERAŠĈANJA POTOPLJENIH POVRŠIN IN PROTIVEGETATIVNI 
PREMAZI 
 
Plovila in druge v morju potopljene konstrukcije ponujajo veliko površino, na katero se lahko 
naselijo zdruţbe tam ţiveĉih organizmov, zato morajo biti zašĉitene pred prerašĉanjem in tudi 
pred rjavenjem. Pomorstvo se s temi teţavami sreĉuje ţe od vsega zaĉetka in zašĉitni premazi 
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2.2.1 Sintetični protivegetativni premazi 
 
Pred devetnajstim stoletjem so za zašĉito plovil uporabljali loj, katran, vosek ali smolo, ki so 
jih nanesli prek lesenih ladijskih trupov. Feniĉani so uporabljali baker, Grki in Rimljani tudi 
svinec. V osemnajstem stoletju so v lesene površine zabijali ţebljiĉke iz  
cinka in bakra ter preizkušali uĉinkovitost premazov s svincem, nikljem, galvaniziranim 
jeklom, bakrom in cinkom. Uporaba naravnih materialov, kot so guma, vulkanit in pluta, je 
bila omejena zaradi oteţenega nanosa. V sredini devetnajstega stoletja so zaĉeli v premazih z 
lanenim oljem uporabljati arzenik in ţivo srebro. Nato so zaradi teţav z rjavenjem zaĉeli 
razvijati polimere z vkljuĉenimi toksiĉnimi snovmi. V drugi polovici dvajsetega stoletja so 
zašĉitni sloji vsebovali razliĉne polimere s toksikanti (baker, cink, titan itd.), ki so se iz 
prebarvane površine postopoma sprošĉali v okolje. Pred kratkim so prepovedali uporabo snovi 
z organskimi ostanki in teţkimi kovinami, kot so ţivo srebro, svinec, arzenik in kositer. 
Slednji je sestavina zelo strupenih (Antizar-Ladislao, 2008) premazov s tributilkositrom (ang. 
tributyltin, TBT) (Omae, 2003a). Danes so še vedno v uporabi inhibitorji fotosinteze Irgarol, 
Diuron in nekateri nespecifiĉni biocidi (Kathon) ter  bakrov in cinkov pirition, ki naj bi bila po 
nekaterih raziskavah do okolja bolj prijazna (Voulvoulis in sod., 1999; Omae, 2003b; Almeida 
in sod., 2007). Razvitih ali v razvoju je nekaj do okolja prijaznejših alternativnih premazov, 
kot so barve z nadzorovanim odvajanjem aktivnih molekul brez kositra (ang. tin-free 
controlled depletion paints, CDP), samoĉistilne barve brez kositra (ang. tin-free biocide-
containing self-polishing paints, TF-SPC) in hibridi med obema (Almeida in sod., 2007). 
 
Kljub temu, da imajo nekatere nove industrijske protivegetativne snovi nekoliko manjši vpliv 
na morski ekosistem (Voulvoulis in sod., 1999) in s tem tudi na ĉloveka, še vedno temeljijo na 
sprošĉanju nenaravnih toksiĉnih molekul (Almeida in sod., 2007). Zato je neizogibno, da 
nadaljnji razvoj zašĉitnih premazov vkljuĉuje prouĉevanje naravnih, do okolja prijaznih in 
netoksiĉnih organskih snovi (Tsoukatou, 2002; Faimali in sod., 2003b; Fusetani, 2004; 
Almeida in sod., 2007).  
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2.2.2 Naravne protivegetativne snovi 
 
Uporaba naravnih protivegetativnih snovi (slika 2) bi lahko bila uspešna rešitev in nadomestilo 
za trenutno najbolj uĉinkovit, vendar zelo toksiĉen umetni premaz, ki vsebuje tributiltin 
(TBT). Za tega so ugotovili, da povzroĉa odebelitve lupine pri populacijah ostrig in 
spremembo spolnih organov pri polţih. Poleg tega se bioakumulira v organizmih in vpliva na 
prehransko verigo (Raveendran, 2009). 
 
Raziskovalci išĉejo tak premaz, ki bi bil okoljsko sprejemljiv in obstojen dlje ĉasa. Idealna 
rešitev za to so naravne protivegetatitvne snovi, saj se je v prejšnjih raziskavah izkazalo, da so 
preteţno manj toksiĉne, uĉinkovite v manjših koncentracijah, biorazgradljive, in imajo 
reverzibilne protivegetativne uĉinke (prepreĉujejo pritranje tarĉnih organizmov), a jih ne 
ubijajo. Poleg vseh teh lastnosti pa bi bile za proizvodnjo premazov najbolj zaţelene tiste 
naravne snovi, ki delujejo kot repelenti in za organizme niso smrtonosne (Raveendran, 2009).  
 
Do sedaj imajo te lastnosti protivegetativne molekule, ki spadajo med terpenoide, steroide, 
karotenoide, fenole, furanone, alkaloide, peptide in laktone. Te so izolirali iz široke palete 
organizmov, katerih najveĉjo skupino predstavljajo spuţve in mehke korale. Druge skupine 
vkljuĉujejo morske alge, morske trave, plašĉarje, mahovnjake, mangrove in mikroorganizme 
(slika 2). V novejših raziskavah so protivegetativne lastnosti našli tudi med raki, kot sta jastog 
in obreţna rakovica, ter morskimi zvezdami. Tako so do danes iz razliĉnih laboratorijev po 
svetu iz morskih virov uspešno izolirali veĉ kot 145 naravnih protivegetativnih snovi 
(Raveendran, 2009).  
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Slika 2: Deleţ protivegetativnih snovi, izoliranih iz morskih organizmov. Povzeto po Natural product 
antifoulants, Review article,   Raveendran, 2009. 
 
2.2.3 Polimerne 3-alkilpiridinijeve soli (poli-APS) iz morske spužve Reniera sarai kot 
naravna protivegetativna sredstva 
 
Ĉeprav so odkrili ţe veliko snovi s protivegetativnim uĉinkom, pa je le nekaj med njimi takih, 
ki bi lahko potencialno nadomestile toksiĉne umetne protivegetativne premaze (Raveendran, 
2009). 
 
Ene od teh snovi so polimerne 3-alkilpiridinijeve soli (poli-APS, slika 3), izolirane iz morske 
spuţve Reniera sarai (Sepĉić in sod., 1997), z molsko maso okrog 5500 Da. Vsebujejo enega 
ali veĉ pozitivnih delokaliziranih nabojev in hidrofobne alkilne verige. Ti strukturni elementi 
so verjetno odgovorni za toksiĉnost in povzroĉanje membranskih lezij. Poleg tega, da 3-
alkilpiridinijeve soli prepreĉujejo pritrjanje organizmov predvsem preko procesa inhibicije 
acetilholinesteraze, so tudi hemolitiĉne in citotoksiĉne za razliĉne celiĉne linije ter v višjih 
koncentracijah letalne za glodalce (Faimali in sod., 2003, Sepĉić in Turk, 2006). 
 
Njihovi vplivi na pritrjanje organizmov so prav tako reverzibilni. Poskus je pokazal, da so se 
liĉinke stadija cipris raka vitiĉnjaka B. amphitrite, ki so bile 96 ur izpostavljene raztopini s 
koncentracijo 10 µg/mL poli-APS (deleţ pritrjenih liĉink = 0%), po prenosu v sveţo naravno 
morsko vodo brez teţav pritrdile. Poloviĉna efektivna koncentracija (EC50) za inhibicijo 
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pritrjanja liĉink B. amphitrite je  0,27 µg/mL, poloviĉna letalna koncentracija (LC50) za iste 
organizme pa 30 µg/mL. Standard oz. merilo, da neko snov lahko smatramo kot 
protivegetativno, so postavili na osnovi ameriške mornarice (US Navy), njena vrednost EC50 
pa mora biti 25 µg/mL ali manj (Raveendran, 2009). 
 
Zaradi nizke toksiĉnosti, topnosti, reverzibilnosti protivegetativnega delovanja (Faimali in 
sod., 2003) in moţnosti relativno enostavne kemijske sinteze (Mancini in sod., 2004, Houssen 
in sod., 2010), lahko poli-APS uvrstimo med potencialne netoksiĉne protivegetativne snovi, 
uporabne za izdelavo zašĉitnih premazov (Raveendran, 2009). 
 




                                                 Slika 3: Poli-APS. 
                     
2.3 ZNAĈILNOSTI RAKOV 
 
Raki (Crustacea) so edina skupina ĉlenonoţcev, ki je vezana skoraj samo na vodo. Veĉina vrst 
ţivi v morju. Telo imajo sestavljeno iz velikega števila ĉlenov, ki je lahko pri nekaterih 
parazitskih in sesilnih vrstah moĉno zmanjšano. Posamezni ĉleni trupa in glave so lahko pri 
doloĉenih skupinah zdruţeni v glavoprsje, ki ga pri številnih vrstah prekriva iz hrbta 
izrašĉajoĉa koţna guba – koš ali karapaks. Ta guba se pri vitiĉnjakih preoblikuje v trdno 
hišico. Ţivĉevje pri rakih imenujemo lestviĉasta trebušnjaĉa, ki ima v vsakem ĉlenu par 
ţivĉnih vozlov. Ĉutila so pri veĉini dobro razvita. Višji raki dihajo s škrgami, niţji pa pline 
izmenjujejo skozi celotno telesno površino, saj nimajo posebnih dihalnih organov. Krvoţilje je 
pri veĉini odprto, pri nekaterih pa moĉno zakrnelo. Izloĉala so parni cevasti organi, ki se pri 
višjih rakih v vodo odpirajo na bazi anten, pri niţjih pa na bazi maksil (ustne okonĉine). 
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Njihov glavni izloĉek je amoniak. Razvoj pri veĉini poteka prek prosto plavajoĉe liĉinke, pri 
niţjih rakih imenovane navplij, pri višjih pa zoea. Raki ţivijo v razliĉnih biotopih od plitve 
vode do velikih globin, v jamah in podzemnih vodah. Veliko jih je v simbiozi z drugimi 




Vitiĉnjaki (Cirripedia) spadajo med niţje rake. Odrasli so moĉno spremenjeni, ţivijo sesilno 
ali parazitsko. Ĉlenjenost telesa je slabo izraţena. Odprtina na vrhu telesa se zapira s 
pokrovĉkom, ki je povezan s posebno zapiralno mišico. Kadar je odprta, skoznjo moli šest 
parov vitiĉastih nog, ki so porašĉene z drobnimi dlaĉicami. Z nogami ustvarjajo  
vodni tok, ki jim prinaša kisik in hrano. Ustne okonĉine in drugi par anten so popolnoma 
zakrneli, prvi par anten pa delno. V nasprotju z drugimi raki je veĉina vitiĉnjakov 
dvospolnikov. Pritrjajo se na kamnito podlago, drevesa (mangrove), lupine, oklepe in telesa 
drugih organizmov ter na razliĉne druge plavajoĉe in potopljene umetne ali naravne predmete. 
Tesno zaprta lupina jim omogoĉa, da nekaj ĉasa preţivijo tudi na suhem (Turk, 2007). Kljub 
temu, da se pritrjajo tudi na plavajoĉe predmete in organizme, jih veĉina ţivi v 
mediolitoralnem, nekaj pa tudi v supralitoralnem pasu morske obale (Tarman, 1992). 
 
Ĉeprav odrasli organizmi (slika 4a) ob prvem pogledu niso videti kot raki, zaĉnejo vitiĉnjaki 
svoj ţivljenjski cikel kot navpliji, ki so tipiĉne raĉje liĉinke. Navplij se preobrazi v liĉinko 
imenovano cipris, ki se ne prehranjuje in je podobna ostrakodnemu raku vrste Cypris (od tod 
ime liĉinke). Ta v morju poišĉe ustrezen substrat, se nanj pritrdi ter preoblikuje v odraslega 
raka. Odrasli raki so na podlago pritrjeni s poveĉano preoralno regijo glave, na kateri so 
cementne ţleze in kratke prve antene. Posteriorno na toraksu izrašĉa dolg raztegljiv penis. 
Lateralno iz glave na obe strani izrašĉa velik mesnat koš, ki ga v literaturi imenujejo »plašĉ« 
(angl. mantle). Ta telo ventralno oboka in ga popolnoma obda. Epidermis »plašĉa« izloĉa 
apnenĉaste plošĉe, ki obdajajo vitiĉnjaka. Noge (ciri) leţijo v »plašĉevi votlini« (angl. mantle 
cavity), usta, anus in gonopor ovidukta pa se vanj odpirajo. Do leta 1830 so mislili, da 
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vitiĉnjaki spadajo med mehkuţce, leta 1851 pa je Darwin z natanĉnimi raziskavami postavil 
temelje sodobnim študijam te zanimive skupine morskih ţivali. Razred Cirripedia vkljuĉuje 
redove Thoracica (najveĉja skupina), Acrothoracica in Rhizocephala, ki je parazitska skupina 
(Ruppert in sod., 2004). 
 
Testni organizem v naši raziskavi je bil rak vitiĉnjak (Balanus amphitrite) iz druţine 
Balanidae. Je lahko dostopna in za gojenje nezahtevna kozmopolitska vrsta, ki igra pomembno 
vlogo v obalnih ekosistemih, saj je ena glavnih komponent zdruţbe, ki prerašĉa potopljene 
površine. Liĉinke neprestano plavajo in so zato primeren organizem  
za toksikološke in druge raziskave. Embriji se razvijejo v votlini plašĉa do navplijev druge 
faze, nato jih vitiĉnjaki sprostijo v okolje, kjer se prehranjujejo kot planktonski organizmi. 
Meroplanktonska liĉinka se razvija skozi nadaljnje štiri faze navplijev in razvoj zakljuĉi s fazo 
cipris, ki se ne prehranjuje, temveĉ uporablja zaloge iz mašĉobnih celic in proteine iz 
hemocela. Ciprisi preišĉejo podlago, se nanjo najprej reverzibilno, nato ireverzibilno pritrdijo 
z izloĉanjem cementa iz parnih cementnih ţlez (slika 4) in preoblikujejo v sesilne juvenilne 
osebke (slika 5) (Faimali in sod., 2003a, 2003b; Faimali in sod., 2006). Prve antene imajo 
kemoreceptorje, ki so namenjene prepoznavanju primernega substrata. Sprva izloĉijo diske, 
nato pa cement, ki liĉinko ireverzibilno pritrdi. Kutikula, ki prekriva mehke dele, se 
periodiĉno levi, rast lupine pa je kontinuirana in neodvisna od rasti telesa in levitve. Smrtnost 
juvenilnih osebkov je zelo velika zaradi intra- in interspecifiĉne kompeticije (Ruppert in sod., 
2004).  
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Slika 4: Pritrjanje ciprisa na podlago z izloĉanjem cementa iz parnih cementnih ţlez (foto: dr. Marco Faimali). 
 
Liĉinke imajo razliĉno afiniteto do razliĉnih naravnih in umetnih substratov v vodi. Kljuĉni 
trenutek za njihovo preţivetje in razvoj je iskanje podlage in pritrditev, na katero vplivajo 
razliĉni biotski in abiotski dejavniki substrata in njegovega okolja, ki so lahko umetni ali 
naravni (Andersen in Underwood, 1994; Faimali in sod., 2003b). Odkrili so veliko snovi, ki 
delujejo na preţivetje in razvoj vitiĉnjakov. Mednje spadajo tudi molekule, ki poveĉajo ali 
zmanjšajo uspeh prepoznavanja substrata, pritrjanja s cementnimi ţlezami in metamorfoze, pri 
katerih sodelujejo mehanizmi kemorecepcije in signaliziranja ter prenosa ţivĉnih impulzov. 
 
Uspeh pri izbiri substrata, pritrditvi in metamorfozi pripisujejo tudi fiziološkemu stanju 
ciprisov, ki energijo pridobivajo iz zalog (se ne hranijo). Te doloĉajo trajanje raziskovanja 
podlage in tako tudi verjetnost, da larva najde primeren substrat za svoje ţivljenje. Larve s 
starostjo izgubijo selektivnost pri prepoznavanju primerne podlage. To stanje v literaturi 
opisujejo s hipotezo obupane larve (Tremblay in sod., 2007). 
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Slika 5: Faze razvoja B. amphitrite: a) odrasla ţival; b) navpliji v fazi I; c) navplij v fazi II; d) navplij v fazi III; 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 PRIPRAVA VZORCEV ZA TESTIRANJE PROTIVEGETATIVNE AKTIVNOSTI 
 
Testne snovi (sintetiĉne analoge polimernih 3-alkilpiridinijevih soli iz morske spuţve Reniera 
sarai) so sintetizirali raziskovalci s Fakultete za kemijo Univerze v Aberdeenu, Škotska.  
Njihove raztopine smo pripravili tako, da smo jih raztopili v sveţi naravni morski vodi, 
prefiltrirani skozi 0.22 µm filter, v koncentraciji 100 mg/L. 
Sintetiĉni analogi, katerih protivegetativne lastnosti smo v naših poskusih preverjali na 
liĉinkah rakov vitiĉnjakov, vrste B. amphitrite, imajo razliĉno dolge alkilne verige (od 3 do 12 
C-atomov), razliĉno stopnjo polimerizacije in poslediĉno razliĉne molekulske mase (ang. 
molecular weight, MW) – od 3.5 do 14.7 kDa, ter razliĉne nasprotne ione (kloridni ali 
bromidni ion). Te spojine so: 
                                                                         
                                                    
    
     Slika 6: APS 3Cl                                                                                Slika 7: APS 7Cl 
                                                                 
                                                                                                                                                                       
                                                       
   
     Slika 8: APS 8Br                                                                               Slika 9: APS 12-1 
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     Slika 10: APS 12-2                                                                          Slika 11: APS 12Cl                                                                                              
                                                                                                                                                                         
3.2 GOJENJE ODRASLIH RAKOV VRSTE Balanus amphitrite 
 
Odrasle vitiĉnjake vrste B. amphitrite smo pobrali s trupov plovil v genovski marini v Italiji 
(lokacija: Lega navale italiana di Sestri Ponente, Genova).  
V laboratoriju smo najprej odstranili poškodovane in mrtve organizme, ostale smo oĉistili z 
zobno šĉetko, zloţili v petrijevke in nato v ĉaše. Gojili smo jih pri temperaturi 20±1 °C in 
neţni stalni svetlobi (300 luks) v litrskih ĉašah s sveţo naravno morsko vodo (slanost 37 
promilov), ki jo pet kilometrov od obale zbira in dobavlja Costa Edutainment, S. p. a., 
Acquario di Genova. Pred uporabo smo jo prefiltrirali skozi celulozni filter (<0.45 µm). 
 
V vsaki ĉaši smo na petrijevkah gojili trideset do štirideset odraslih organizmov ter vodo 
neprestano prezraĉevali. Trikrat na teden (ponedeljek, sreda, petek) smo jih dopoldne vzeli iz 
posod, jih neţno splahnili pod hladno tekoĉo vodo in za 30-40 minut poloţili na mizo pod 
namizno svetilko, nato pa jih dali nazaj v ĉaše, ki smo jih napolnili s 700 mL sveţe filtrirane 
morske vode (<0.45 µm). Tako smo ustvarili stresne razmere, po katerih so vitiĉnjaki sprostili 
liĉinke (navplije), ki smo jih uporabljali v nadaljnjih testih. Popoldne smo rake nahranili s 50-
100 mL solinskih rakcev (Artemia salina) (Salt Creek, ZDA) v koncentraciji 200 larv/mL in 
100-200 mL alg Tetraselmis suecica v koncentraciji 2 x 10
6
 celic/mL, jih postavili nazaj na 
20±1 °C in v ĉaše spet potopili cevke za prezraĉevanje. Tako lahko v laboratorijskih razmerah 
vse leto pridobivamo navplije (slika 12) (Rittshof in sod., 1992; Faimali in sod., 2002). 
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Slika 12: Odrasli raki vitiĉnjaki (B. amphitrite), gojeni v laboratorijskih razmerah (foto: Ivanka Dragić). 
 
3.3 ZBIRANJE IN GOJENJE LIĈINK (NAVPLIJEV) B. amphitrite 
 
Navpliji, ki so jih sprostili odrasli vitiĉnjaki, so pozitivno fototaktiĉni. V ĉašo smo usmerili 
svetilko in jih s pipeto posrkali ter prenesli v manjšo ĉašo z morsko vodo. Vanjo smo prav 
tako vstavili cevko z dovodom zraka. Po konĉanem zbiranju smo jih precedili skozi fino 
mreţico in splaknili v pollitrsko ĉašo s sveţo morsko vodo, ki smo jo prej prefiltrirali skozi 
celulozni filter (Whatman, VB) s porami, manjšimi od 0,22 µm in ji dodali kloramfenikol 
(Farmochimica, Italija) s koncentracijo 10 mg/L. Prav tako kot odraslim, smo jim trikrat na 
teden menjali vodo (jih precedili in splaknili s filtrirano morsko vodo (<0,22 µm)) in nahranili 
z algami T. suecica v koncentraciji 5 x 10
6
 celic/mL. Te smo pred vsakim hranjenjem 
mikroskopsko pregledali, da ne bi vsebovale praţivali, ki so za navplije patogene. Kulture 
navplijev smo neţno prezraĉevali in gojili v termostatirani omari (KW Apparecchi Scientifici, 
Italija) pri 28 ± 1 °C in svetlobnem ciklu 16 ur svetlobe (1400 lux) in 8 ur teme (slika 13). Po 
štirih do šestih dneh so se navpliji razvili do ciprisa. Liĉinke v tem stadiju smo s filtriranjem 
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loĉili od preostalih, še nediferenciranih navplijev in jih shranili v hladilniku pri 4 °C. Po štirih 
dneh smo jih lahko uporabili v poskusih (Rittdhof in sod., 1992). 
 
                             Slika 13: Kulture navplijev v termostatirani omari (foto: Ivanka Dragić). 
 
3.4 BIOLOŠKI TESTI 
 
3.4.1 Test inhibicije pritrjanja ličink (ciprisov) B. amphitrite 
 
Ciprise, ki smo jih 4 dni hranili pri 4 °C, smo najprej loĉili od odmrlega materiala (ostanki 
navplijev) in jih prenesli v petrijevko (Greiner Bio-One International AG, Avstrija). Aktivnost 
sintetiĉnih analogov smo testirali v treh ponovitvah. Na mikrotirnih plošĉah (Greiner Bio-One 
International AG, Avstrija) s 24 razdelki smo pripravili raztopine sintetiĉnih analogov v 
filtrirani morski vodi. Protivegetativno aktivnost sintetiĉnih analogov smo testirali v 
koncentracijskem obmoĉju 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 in 100 mg/L. Delovne raztopine smo 
pripravili z redĉenjem matiĉne raztopine (100 mg/ml) tik pred izvedbo testa. Vsako vdolbino 
smo napolnili z 2 mL razliĉnih raztopin sintetiĉnih analogov ter dodali od 20 do 25 testnih 
organizmov (ciprisov). Plošĉe smo najprej previdno prekrili s prozorno folijo, nato pa še zavili 
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v aluminijasto folijo in jih 3 dni inkubirali pri 28 ± 1 °C. Po 24, 48 in 72 urah smo z lupo 
preverili število pritrjenih rakov in zapisali tudi morebitne posebnosti (metamorfozirani, mrtvi 
organizmi). 
Test smo zakljuĉili z dodatkom 3 kapljic formaldehida in dokonĉno prešteli pritrjene in 
nepritrjene larve. Iz dobljenih rezultatov smo izraĉunali deleţe pritrjenih organizmov glede na 
ĉas in koncentracije sintetiĉnih analogov. 
 
Zaradi slabe topnosti v morski vodi smo dvema od šestih analogov (APS 12-1 in APS 12-2) 
morali dodati 5% dimetilsulfoksid (DMSO). DMSO smo dodali samo v zaĉetno matiĉno 
raztopino, naprej pa smo koncentracije pripravili z dodajanjem filtrirane morske vode (<0,22 
µm). 
 
Na zgoraj opisan naĉin smo opravili teste inhibicije pritrjanja liĉink s šestimi sintetiĉnimi 
analogi polimernih 3-alkilpiridinijevih soli (poli-APS) iz morske spuţve Reniera sarai. Za 
nadaljnje teste smo izbrali tri analoge: APS 12Cl, ki je pokazal najbolj izrazito inhibicijo 
pritrjanja ter APS 7Cl in APS 8Br, ki sta v prvem poskusu pokazala inhibicijo pritrjanja pri 
nizkih, ter upad inhibicije pri višjih koncentracijah.  
 
Pri APS 12Cl in APS 8Br analogih smo naredili tudi natanĉnejši test inhibicije pritrjanja s 
tremi ponovitvami pri vsaki koncentraciji. Razpon koncentracij smo doloĉili glede na rezultate 
predhodnega testa, in sicer pri APS 12Cl analogu: 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 in 12.8 mg/L, 
pri APS 8Br analogu pa: 0, 0.3, 0.6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6 in 19.2 mg/L. Pri analogu APS 7Cl smo 
poskus ponovili v enakem koncentracijskem obmoĉju kot v prvem poskusu, saj smo zaradi 
nejasnih rezultatov (neenakomernega odnosa med koncentracijo in aktivnostjo) ţeleli ponoviti 
prvi poskus. Iz dobljenih rezultatov smo izrazili deleţe pritrjenih organizmov v odvisnosti od 
ĉasa in koncentracije sintetiĉnih analogov ter po 72 urah inkubacije po spremenjeni metodi 
Spearman-Karber izraĉunali vrednost EC50 (efektivna koncentracija pri 95-odstotnem 
intervalu zaupanja), pri kateri je deleţ pritrjenih poskusnih ţivali 50 odstotkov manjši kot pri 
kontrolni raztopini (Hamilton in sod., 1977). 
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3.4.2 Test akutne toksičnosti sintetičnih polimernih analogov na ličinke (stadij navplija) 
B. amphitrite 
 
Za test akutne toksiĉnosti sintetiĉnih polimernih analogov smo uporabili navplije v drugi fazi 
razvoja, kmalu po tem, ko so jih odrasli sprostili iz plašĉeve votline. Pridobili smo jih iz 
kulture odraslih vitiĉnjakov, kot je opisano pri postopku gojenja in zbiranja liĉink (toĉka 3.3). 
 
Na mikrotirnih plošĉah s 24 razdelki smo pripravili raztopine sintetiĉnih analogov v filtrirani 
morski vodi z dvema ponovitvama. Vsako vdolbino smo napolnili z 2 mL razliĉnih raztopin 
sintetiĉnih analogov ter dodali od 20 do 25 testnih organizmov (navplijev vrste B. amphitrite). 
Konĉne koncentracije testiranih sintetiĉnih analogov so bile 100, 50, 10, 5, 1, 0,5 in 0,1 mg/L 
ter seveda kontrolna raztopina s koncentracijo 0 mg/L.  
 
Plošĉe smo najprej previdno prekrili s prozorno folijo, nato pa še zavili v aluminijasto folijo in 
jih dva dni inkubirali pri 20 ± 1 °C. Po 24 in 48 urah smo z lupo preverili število mrtvih liĉink. 
Kot mrtve smo ocenili tiste organizme, ki so bili popolnoma nepremiĉni. Iz dobljenih 
rezultatov smo izrazili deleţe mrtvih organizmov v odvisnosti od ĉasa izpostavljenosti in 
koncentracije sintetiĉnih analogov ter iz rezultatov po 24 in 48 urah (po spremenjeni metodi 
Spearman- Karber) izraĉunali LC50 (letalna koncentracija pri 95-odstotnem intervalu 
zaupanja), ki povzroĉi smrt 50 odstotkov poskusnih ţivali glede na kontrolno raztopino 
(Hamilton in sod., 1977). 
  
3.4.3 Test inhibicije plavanja ličink (stadij navplija) B. amphitrite (SSA test) 
 
Navplije, dobljene iz odraslih organizmov, smo prenesli v ĉašo z morsko vodo, prefiltrirano 
skozi 0,45 µm filter, in jih prezraĉevali s cevko. Potem smo jih prefiltrirali skozi sito z 
odprtinami 80 µm in jih prenesli v fino filtrirano morsko vodo (0,22 µm). S pomoĉjo 
mikroskopa in pipete smo 15-20 osebkov, ki jih potrebujemo za vsako ponovitev, prenesli v 
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25 razdelkov mikrotitrske plošĉe. V vsakem razdelku je ţe bil 1 ml raztopine doloĉenega 
sintetiĉnega analoga.  
Plošĉe smo prekrili s prozorno folijo, da prepreĉimo izhlapevanje in jih za 48h prenesli v 
termostatirano sobo s T= 20 °C, fotoperiodo 16h:8h dan:noĉ, svetlobo 1400 lux, brez hrane in 
prezraĉevanja.  
 
Eksperimentalni sistem (rekorder), ki smo ga uporabili za merjenje inhibicije plavanja 
predstavlja video-kamera z makro-objektivom, ki snema vzorec plavanja liĉink v mali 
snemalni komori (ĉrni perspex, velikost: 21 x 4 x 3 mm
3
) z eno prozorno stranjo. Aparaturo 
smo postavili v ĉrno škatlo (60 x 60 x 100 cm
3
) in s tem izkljuĉili zunanje vire svetlobe. 
Snemalno komoro smo potem opazovali pod infrardeĉo luĉjo. Pred zaĉetkom snemanja smo 
plošĉo postavili v komoro za snemanje in poĉakali 2 minuti, da so se navpliji prilagodili na 
temo. Potem smo digitalno posneli plavanje liĉink v temi pri 20°C. Trajanje snemanja je bilo 3 
sekunde, posneli pa smo 25 okvirjev na zaslonu za vsak vzorec. Slike smo analizirali s 
pomoĉjo softwerja SBR System, ki so ga razvili v timu E-magine IT, Genova, Italija. Na ta 
naĉin smo rekonstruirali posamezne poti plavanja ter izmerili povpreĉno hitrost plavanja 
(mm/s) za vsak vzorec (15–20 osebkov). Podatke smo konĉno izrazili kot inhibicijo plavanja 
ter jih normalizirali na povpreĉno hitrost plavanja kontrole: 
          
             Inhibicija plavanja (%) = 100 * (V KONTROLA – V TEST) / V KONTROLA 
 
kjer V KONTROLA pomeni povpreĉno hitrost plavanja kontrole, V TEST pa povpreĉno hitrost 
plavanja liĉink v raztopini sintetiĉnega analoga doloĉene koncentracije. 
 
Na osnovi analize slik (prisotnosti/odsotnosti posameznih vzorcev plavanja za kontrolne in 
testne vzorce liĉink) smo lahko izraĉunali odstotek inhibicije plavanja, normaliziran na 
kontrolo. Koncentracijo, ki je povzroĉila inhibicijo plavanja 50% eksperimentalnih 
organizmov, smo oznaĉili kot IC50. 
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3.4.4.   Ovrednotenje zaviranja nastajanja biofilma s pomočjo izbranih sintetičnih 
analogov alkilpiridinijevih polimerov  
 
Za analizo inhibicije nastajanja biofilma smo uporabili tri steklene plošĉe s substratom 
(mikroskopsko prekrite površine). Steklene plošĉice (2 x 2 cm
3
) smo za 10 in 20 dni pri 20°C 
potopili v nefiltrirano naravno morsko vodo, v katero smo dodali dva sintetiĉna APS analoga 
(APS 8Br in APS 12Cl), ki sta v predhodnih testih pokazala najveĉjo protivegetativno 
aktivnost. Konĉne koncentracije APS 8Br analoga so bile 0, 0.05, 0.5 in 5 mg/L, koncentracije 
APS 12Cl analoga pa so bile 0, 0.02, 0.2 in 2 mg/L. Po 10 in 20 dneh smo plošĉe vzeli iz vode 
in jih rahlo sprali s filtrirano morsko vodo (<0,22 µm) zato, da smo odstranili nepritrjene 
celice. Pritrjene celice smo za 30 minut fiksirali z 2% paraformaldehidom in jih zatem sprali v 
filtriranem slanem fosfatnem pufru (PBS; 20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, 150 mM NaCl, pH 
7,4). 
Pred barvanjem celic in mikroskopsko analizo smo plošĉe, potopljene v PBS, postavili na  
4 °C. Bakterijske celice smo obarvali z DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol, Sigma) (Takata 
and Hirano, 1990) in jih opazovali pri 400× poveĉavi s pomoĉjo epifluorescenĉnega 
mikroskopa (Olympus BX41) in UV filtra. Za slikanje celic smo uporabili digitalno kamero 
CAMEDIA 5060 (Olympus), s katero smo poslikali 30 slik v velikosti 67,5 µm
2
, ki smo jih 
nakljuĉno izbrali na vsaki plošĉi. 
Slike smo preoblikovali v tiff-format , površine, prekrite z bakterijami, pa smo izmerili s 
pomoĉjo “Image J” raĉunalniškega programa (Rasband, 1997). 
 
4. STATISTIČNE ANALIZE 
 
Smrtnost po 24 urah (LC50 vrednosti) in inhibicijo plavanja liĉink (navplijev) po 24 urah (IC50 
vrednosti) smo doloĉili z uporabo Spearman–Karber-jevih analiz (Finney 1978). Najniţji 
opaţeni uĉinek koncentracije (LOEC) smo doloĉili s pomoĉjo statistiĉno pomembnih razlik 
glede na kontrolno skupino (P<0.05). Enosmerne analize variance (ANOVA) smo izvedli s 
Student–Newman–Keulsovim (SNK) testom z naknadno primerjavo kontrolnih skupin. 
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5.1 TEST INHIBICIJE PRITRJANJA LIĈINK (CIPRISOV) B. amphitrite 
 
V nadaljevanju so prikazani rezultati inhibicije pritrjanja liĉink rakov vitiĉnjakov B. amphitrite 
z razliĉnimi sintetiĉnimi analogi polimernih 3-alkilpiridinijevih soli iz morske spuţve Reniera 
sarai (slike 14-19).  
 
Test smo izvedli, kot je opisano v toĉki 3.4.1, in zapisali deleţe pritrjenih organizmov po 24 
(rdeĉi stolpci), 48 (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci) v odvisnosti od koncentracije 
posameznih sintetiĉnih analogov v raztopini. Na vsakem grafu je na zaĉetku osi x prikazana 
kontrolna skupina (sveţe filtrirana morska voda (<0,22 µm)) brez sintetiĉnih analogov, nato 
pa si narašĉajoĉe sledijo koncentracije testiranih sintetiĉnih analogov. 
 
Za nadaljnje teste smo izbrali tri analoge: APS 12Cl, ki je pokazal najbolj izrazito inhibicijo 
pritrjanja (slika 19) ter APS 7Cl-1 in APS 8Br-1, ki sta v prvem poskusu pokazala inhibicijo 



























Slika 14: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 3Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 
prikazujejo srednjo vrednost ± standardno napako treh neodvisnih meritev (N=3). 
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Slika 15: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 7Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 



























Slika 16: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 8Br po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 



























Slika 17: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12-1 po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 
prikazujejo srednjo vrednost ± standardno napako treh neodvisnih meritev (N=3). 
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Slika 18: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12-2 po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 



























Slika 19: Deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci). Stolpci 
prikazujejo srednjo vrednost ± standardno napako treh neodvisnih meritev (N=3). 
 
 
5.2 DOLOĈANJE VREDNOSTI EC50 INHIBICIJE PRITRJANJA LIĈINK B.  amphitrite 
 
V nadaljevanju so prikazani rezultati inhibicije pritrjanja liĉink B. amphitrite z najbolj 
aktivnim analogom APS 12Cl ter rezultati testov z analogoma APS 7Cl in APS 8Br, ki sta v 
prvem poskusu pokazala inhibicijo pritrjanja pri nizkih, ter upad inhibicije pri višjih 
koncentracijah (sliki 15 in 16).  
Test smo izvedli, kot je opisano v toĉki 3.4.1, in zapisali deleţe pritrjenih organizmov po 24 
(rdeĉi stolpci), 48 (modri stolpci) in 72 urah (beli stolpci) v odvisnosti od koncentracije 
posameznih sintetiĉnih analogov v raztopini. Na vsakem grafu je na zaĉetku osi x prikazana 
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kontrolna skupina (sveţe filtrirana morska voda (<0,22 µm)) brez sintetiĉnih analogov, nato 
pa si narašĉajoĉe sledijo koncentracije testiranih sintetiĉnih analogov. 
 
5.2.1 Določanje vrednosti EC50 inhibicije pritrjanja ličink B. amphitrite s sintetičnim  
analogom APS 12Cl 
 
Natanĉnejši test inhibicije pritrjanja liĉink B. amphitrite s sintetiĉnim analogom APS 12Cl 
nam je omogoĉil zanesljivejši izraĉun EC50 vrednosti po 24 urah inkubacije, ki je za ta analog 
0,89 (0,48-1,65) mg/L. Analog popolnoma prepreĉi pritrjanje liĉink rakov ţe pri koncentraciji 



























Slika 20: Test doloĉanja EC50: deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti 
od koncentracije sintetiĉnega analoga APS 12Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah 
(beli stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo vrednost ± standardno napako treh neodvisnih poskusov (N=3). 
 
5.2.2 Določanje vrednosti EC50 inhibicije pritrjanja ličink B. amphitrite s sintetičnim  
analogom APS 7Cl 
 
Ponovni test z analogom APS 7Cl v istem razponu koncentracij kot v prvem poskusu nam je 
potrdil, da ta analog ni zelo uĉinkovit, saj deluje protivegetativno šele pri maksimalni 
koncentraciji 100mg/L. 
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Slika 21: Test doloĉanja EC50: deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti 
od koncentracije sintetiĉnega analoga APS 7Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli 
stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo vrednost ± standardno napako treh neodvisnih poskusov (N=3). 
 
 
5.2.3 Določanje vrednosti EC50 inhibicije pritrjanja ličink B. amphitrite s sintetičnim  
analogom APS 8Br 
 
Analog APS 8Br deluje protivegetativno ţe pri koncentraciji 1,2 mg/L. Vrednost EC50 po 24 



























Slika 22: Test doloĉanja EC50: deleţ pritrjenih liĉink (ciprisov) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti 
od koncentracije sintetiĉnega analoga APS 8Br po 24 urah (rdeĉi stolpci), 48 urah (modri stolpci) in 72 urah (beli 
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5.3 TEST AKUTNE TOKSIĈNOSTI SINTETIĈNIH POLIMERNIH ANALOGOV NA 
LIĈINKE (STADIJ NAVPLIJA) B. amphitrite 
 
V nadaljevanju so prikazani rezultati testa akutne toksiĉnosti na liĉinke (stadij navplija) raka 
vitiĉnjaka B. amphitrite z razliĉnimi sintetiĉnimi analogi polimernih 3-alkilpiridinijevih soli iz 
morske spuţve Reniera sarai (slike 23-28).  
 
Test smo izvedli, kot je opisano v toĉki 3.4.2, in zapisali deleţe mrtvih organizmov po 24 
(rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci) v odvisnosti od koncentracije posameznih sintetiĉnih 
analogov v raztopini. Na vsakem grafu je na zaĉetku osi x prikazana kontrolna skupina (sveţe 
filtrirana morska voda (<0,22 µm)) brez sintetiĉnih analogov, nato pa si narašĉajoĉe sledijo 
























Slika 23: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 3Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 
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Slika 24: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 7Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 

























Slika 25: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 8Br po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 
























Slika 26: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12-1 po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 
vrednost ± standardno napako treh neodvisnih poskusov (N=3). 
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Slika 27: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12-2 po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 
























Slika 28: Deleţ mrtvih liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus amphitrite v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12Cl po 24 urah (rdeĉi stolpci) in 48 urah (modri stolpci). Stolpci prikazujejo srednjo 
vrednost ± standardno napako treh neodvisnih poskusov (N=3). 
 
5.4 TEST INHIBICIJE PLAVANJA LIĈINK (STADIJ NAVPLIJA) B. amphitrite (SSA test) 
 
V nadaljevanju (sliki 29 in 30) so prikazani rezultati inhibicije plavanja liĉink (stadij navplija) 
raka vitiĉnjaka B. amphitrite s sintetiĉnim analogom APS 12Cl, ki je pokazal zelo uĉinkovito 
inhibicijo pritrjanja (slika 19).  
 
Test smo izvedli, kot je opisano v toĉki 3.4.3, in zapisali deleţe mrtvih (rumeni stolpci) in 
negibljivih (sivi stolpci) organizmov po 24 in 48 urah v odvisnosti od koncentracije 
sintetiĉnega analoga APS 12Cl. Na vsakem grafu je na zaĉetku osi x prikazana kontrolna 
skupina (sveţe filtrirana morska voda (<0,22 µm)) brez APS 12Cl, nato pa si narašĉajoĉe 
sledijo testirane koncentracije APS 12Cl. 
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Slika 29: Deleţ mrtvih (rumeni stolpci) in negibljivih (sivi stolpci) liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus 
amphitrite v odvisnosti od koncentracije sintetiĉnega analoga APS 12Cl po 24 urah. Stolpci prikazujejo srednjo 






















Slika 30: Deleţ mrtvih (rumeni stolpci) in negibljivih (sivi stolpci) liĉink (navplijev) raka vitiĉnjaka Balanus 
amphitrite v odvisnosti od koncentracije sintetiĉnega analoga APS 12Cl po 48 urah. Stolpci prikazujejo srednjo 
vrednost ± standardno napako treh neodvisnih poskusov (N=3). 
 
 
5.5 OVREDNOTENJE ZAVIRANJA NASTAJANJA BIOFILMA S POMOĈJO  IZBRANIH 
SINTETIĈNIH ANALOGOV ALKILPIRIDINIJEVIH POLIMEROV  
 
Rezultatov nismo uspeli ovrednotiti, saj je bilo (kljub 3-kratni ponovitvi poskusa) prerašĉanje 
substrata v kontrolnih vzorcih preslabo, da bi lahko izraĉunali deleţe inhibicije ob dodatku 





Dragić I., Protivegetativna aktivnost sintetiĉnih analogov … iz morske spuţve Reniera sarai                              31 




V tem diplomskem delu smo ugotavljali uĉinkovitost inhibicije pritrjanja liĉink (ciprisov) 
rakov vitiĉnjakov B. amphitrite s sintetiĉnimi analogi polimernih 3-alkilpiridinijevih soli iz 
morske spuţve Reniera sarai. Prav tako smo preverili toksiĉnost istih sintetiĉnih analogov na 
liĉinke (navplije) ţe omenjenih rakov.  
 
Rezultati vseh testov, v primerjavi z protivegetativno uĉinkovitostjo naravne spojine (poli-
APS), ter uĉinki dveh komercialno dostopnih biocidov (cinkovega in bakrovega piritiona) so 
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Preglednica 1: Primerjava vrednosti EC50, LC50 in IC50 poli-APS, cinkovega in bakrovega piritiona (Faimali in sod., 2003; Garaventa in sod., 2003) ter 
sintetiĉnih alkilpiridinijevih polimerov (ta diplomska naloga) v razliĉnih testih. Vrednost EC50 je poloviĉna efektivna koncentracija oz. koncentracija, pri kateri je 
deleţ pritrjenih   poskusnih ţivali 50 odstotkov manjši kot pri kontrolni raztopini. Vrednost IC50 je poloviĉna inhibitorna koncentracija oz. koncentracija, ki 
povzroĉi inhibicijo plavanja 50 odstotkov poskusnih ţivali. Vrednost LC50 je poloviĉna letalna koncentracija oz. koncentracija, ki povzroĉi smrt 50 odstotkov 
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Pri testu inhibicije pritrjanja liĉink smo preverjali protivegetativne lastnosti šestih sintetiĉnih 
analogov, ki izvirajo iz naravnih polimernih 3-alkilpiridinijevih soli iz morske spuţve Reniera 
sarai.  
 
Glede na izraĉunane EC50 vrednosti pri testu inhibicije pritrjanja liĉink B. amphitrite lahko iz 
vseh rezultatov po uĉinkovitosti razvrstimo analoge v naslednjem vrstnem redu: APS 8Br > 
APS 12Cl > APS 3 Cl > APS 7Cl > APS 12-2 > APS 12-1.  
Glede na izraĉunane LC50 vrednosti pri testu akutne toksiĉnosti sintetiĉnih polimernih 
analogov na liĉinke (stadij navplija) B. amphitrite po 48h, lahko iste analoge razvrstimo v 
naslednjem vrstnem redu: APS 12-2 > APS 12Cl > APS 8Br > APS 7Cl > APS 3Cl = APS 12-
1. 
 
Med vsemi testiranimi sintetiĉnimi poli-APS analogi sta APS 8Br in APS 12Cl 
najuĉinkoviteje inhibirala pritrjanje liĉink B. amphitrite, zato bi ju lahko uvrstili med 
uĉinkovine, ki so najbolj podobne naravnim protivegetativnim spojinam. Vrednost EC50 
analoga APS 8Br je bila v drugem poskusu celo zelo blizu vrednosti naravnega poli-APS (0,32 
mg/L za APS 8Br in 0,27 mg/L za poli-APS), njegova toksiĉnost pa je bila zelo nizka 
(vrednost LC50 po 48h je znašala 79,37 mg/mL; Preglednica 1). Poleg tega pa je ta analog 
pokazal še nenavadno, nelinearno obnašanje pri testu inhibicije pritrjanja (slika 22): najprej je 
postopoma prepreĉil pritrjanje liĉink do koncentracije 1,2 mg/L, nato pa je z višanjem 
koncentracije vse do 5 mg/L ponovno omogoĉil pritrjanje, pri koncentraciji 19,2 mg/L pa ga je 
spet zavrl. Ta nenavadna anomalija se je pojavila tudi v prvem poskusu z analogom APS 8Br, 
pri katerem smo testirali veĉji razpon koncentracij (slika 16). Ob primerjavi rezultatov 
toksiĉnosti in inhibicije pritrjanja smo ugotovili, da tokiĉne koncentracije delujejo toksiĉno na 
organizme pri tistih koncentracijah, kjer je zmanjšan uĉinek na sposobnost pritrjanja, zato bi 
lahko trdili, da gre za toksikološki fenomen imenovan hormeza, kjer se pri majhni 
koncentraciji toksikanta poveĉa aktivnost organizmov (Calabrese in Baldwin, 2002). Enak 
pojav smo zasledili tudi pri analogu APS 7Cl, ki pa je pokazal zanemarljivo protivegetativno 
uĉinkovitost. 
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Naslednji analog, ki bi lahko bil potencialno uĉinkovit za vkljuĉevanje v zašĉitne premaze, je 
APS 12Cl. Pri testu pritrjanja liĉink je pokazal precej visoko uĉinkovitost (EC50=0,89 mg/L), 
vendar je trikrat bolj toksiĉen od naravnega poli-APS (LC50 za APS 12Cl je 11,60 mg/mL, 
LC50 za poli-APS pa 30 mg/mL; Preglednica 1). Kljub temu so te vrednosti 60 in 1200 krat 
manjše oz. manj toksiĉne v primerjavi s toksiĉnostjo cinkovega in bakrovega piritiona 
(Preglednica 1) (Faimali in sod., 2003). 
 
Ostali testirani APS analogi (APS 12-2, APS 7Cl, APS 3Cl in APS 12-1) so pokazali vsaj 10 
krat niţjo protivegetativno uĉinkovitost v testih proti poskusnem organizmu B. amphitrite, 
zato so neprimerni za nadaljnje raziskave in kasnejšo uporabo (Preglednica 1). 
 
Pri testu akutne toksiĉnosti sintetiĉnih polimernih analogov se je kot najbolj toksiĉen analog 
izkazal APS 12-2 z vrednostjo LC50 4,80 mg/L po 48h, ki je ţe pri koncentraciji 10 mg/L 
povzroĉil smrt skoraj vseh liĉink (slika 27). Sledil mu je nekoliko manj toksiĉen, vendar 
protivegetativno uĉinkovit APS 12Cl z LC50 11,60 mg/L po 24h. Še za manj toksiĉnega se je 
izkazal analog APS 8Br z LC50 79,37 mg/L, ostali trije analogi (APS 7Cl, APS 3Cl in APS 12-
1) pa sploh niso imeli nobenega vpliva na navplije, saj je bila njihova vrednost LC50 zelo 
visoka oz. nad mejo detekcije (Preglednica 1). 
 
Test inhibicije plavanja liĉink (stadij navplija) smo izvedli samo s sintetiĉnim analogom APS 
12Cl, ki je zelo uĉinkovito pokazal inhibicijo pritrjanja ciprisov. Ta analog je pri koncentraciji 
48,6 ppm popolnoma onesposobil navplije, njegova IC50 vrednost je bila 4,83 (3,97-5,88) 
mg/L (slika 30). 
 
Rezultatov zaviranja nastajanja biofilma s pomoĉjo sintetiĉnih analogov na ţalost nismo uspeli 
ovrednotiti, saj je (kljub 3-kratni ponovitvi poskusa) prerašĉanje substrata v kontrolnih vzorcih 
bilo preslabo, da bi lahko izraĉunali deleţe inhibicije ob dodatku posameznih sintetiĉnih 
analogov. Kakorkoli, glede na rezultate protimikrobne aktivnosti testiranih sintetiĉnih 
analogov proti nekaterim kopenskim bakterijam, ter na rezultate inhibicije bakterijskega 
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morskega biofilma z naravnim poli-APS, ki se v obeh primerih gibljejo v obmoĉju nekaj deset 
mikrogramov/mililiter (Garaventa in sod., 2003; Houssen in sod., 2010; A. Zovko, 
neobjavljeni rezultati), lahko sklepamo, da bi bil trend podoben.  
 
Odnos med protivegetativno aktivnostjo in smrtnostjo oz. inhibicijo plavanja pri naravnem 
poli-APS je pokazal nizko vrednost EC50 pri testu inhibicije pritrjanja ciprisov (0,27 µg/mL) 
in relativno visoko LC50 in IC50 vrednost pri testu akutne toksiĉnosti in inhibicije plavanja 
navplijev (30 µg/mL in >10 µg/mL). V nasprotju, pa je poskus s cinkovim in bakrovim 
piritionom pokazal visoko inhibicijo pritrjanja in prav tako visoko smrtnost za liĉinke. Ĉeprav 
se je izvorna poli-APS spojina izkazala za manj uĉinkovito v primerjavi z bakrovim in 
cinkovim piritionom, pa je po drugi strani veliko manj toksiĉna, vsaj za larve vitiĉnjakov in 
druge izbrane netarĉne organizme (liĉinke zoo- in fitoplanktona). Zatorej je njena 
protivegetativna uĉinkovitost, vsaj v akutni obliki, netoksiĉna. Podoben odnos, kjer je 
vrednost EC50 pri testu inhibicije pritrjanja nizka in vrednosti LC50 in IC50 pri testu akutne 
toksiĉnosti ter inhibicije plavanja liĉink relativno visoki, smo zaznali tudi v naših poskusih, 
predvsem pri analogih APS 8Br in APS 12Cl, ki sta se izkazala kot zelo uĉinkovita pri 
inhibiciji pritrjanja liĉink in nizki toksiĉnosti.  
 
Iz strukture posameznih APS analogov in njihove povezave z aktivnostjo je razvidno, da ima 
analog APS 3Cl najkrajšo alkilno verigo, njegova molekulska masa je verjetno majhna, kar je 
lahko razlog za zanemarljivo toksiĉnost na navplije in slab vpliv na pritrjanje ciprisov. Enak 
trend lahko opazimo tudi pri analogu APS 7Cl. 
Po drugi strani pa se je za navplije kot najbolj toksiĉen analog izkazal APS 12-2, ki ima 
najveĉjo molekulsko maso (14,7 kDa), zatorej bi lahko iz tega sklepali, da je višja toksiĉnost 
verjetno povezana z veĉjo molekulsko maso in obratno. 
Analoga APS 8Br in APS 12Cl, ki sta pokazala najbolj uĉinkovito protivegetativno aktivnost, 
imata daljši alkilni verigi, kar je verjetno s kemijskega vidika vzrok za veĉjo protivegetativno 
uĉinkovitost.  
Dragić I., Protivegetativna aktivnost sintetiĉnih analogov … iz morske spuţve Reniera sarai                              36 
   Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Odd. za biologijo, 2010 
 
Naši rezultati v glavnem potrjujejo splošni trend, po katerem se biološka aktivnost amfifilnih 
spojin poveĉuje s podaljševanjem alkilne verige ter stopnje polimerizacije in koncentriranjem 
pozitivnih nabojev (Zarif et al., 1993; Kuroda and DeGrado, 2005; Kleszczynska et al., 2006). 
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Na podlagi dobljenih rezultatov bi za nadaljnje raziskave in kasnejšo izdelavo netoksiĉnih 
aditivov oz. protivegetativnih premazov lahko uporabili analoga APS 8Br in APS 12Cl. Oba 
analoga, sintetizirana na podlagi naravne spojine poli-APS, sta pokazala uĉinkovito inhibicijo 
pritrjanja in dokaj nizko toksiĉnost proti larvam B. amphitrite. Njihovo uĉinkovitost bi morali 
v kasnejših raziskavah testirati tudi na drugih tarĉnih organizmih, tako ţivalskega kakor 
rastlinskega izvora. Ĉe pa bi bila oba analoga na voljo v veĉjih koliĉinah, bi ju lahko uporabili 
za izdelavo naravnih premazov ter za in situ testiranje na podlagi protokola, ki je ţe sestavljen 
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Morske spuţve zaradi svoje starobitnosti in edinstvene vloge v ekosistemu ţe od nekdaj 
predstavljajo vir spojin z nenavadnimi kemijskimi strukturami in zanimivimi biološkimi 
aktivnostmi. Med take spojine spadajo tudi polimerne 3-alkilpiridinijeve soli, izolirane iz 
kruhaste spuţve Reniera sarai.  
 
Polimerne 3-alkilpiridinijeve soli (poli-APS) so spojine, ki kaţejo širok spekter bioloških 
aktivnosti, ki delujejo protitumorsko, hemolitiĉno, citotoksiĉno, protimikrobno, inhibirajo 
encim acetilholinesterazo ter prepreĉujejo pritrjanje organizmov na potopljene površine.  
 
Pred kratkim so na osnovi strukture poli-APS sintetizirali analoge, ki posnemajo naravno 
spojino in bi bili prav tako primerni za izdelavo zašĉitnih premazov. Z izbranimi sintetiĉnimi 
analogi smo ugotavljali uĉinkovitost inhibicije pritrjanja liĉink (ciprisov) rakov vitiĉnjakov 
vrste Balanus amphitrite in prav tako preverili toksiĉnost istih sintetiĉnih analogov za liĉinke 
(navplije) ţe omenjenih rakov. Analogi imajo razliĉno dolge alkilne verige (od 3 do 12 C-
atomov), razliĉno stopnjo polimerizacije in poslediĉno razliĉne molekulske mase – od 3.5 do 
14.7 kDa, ter razliĉne nasprotne ione (kloridni ali bromidni ion). Te spojine so: APS 3Cl, APS 
7Cl, APS 8Br, APS 12-1, APS 12-2 in APS 12Cl. 
 
Kot najbolj protivegetativno uĉinkovita in najmanj toksiĉna sta se izkazala analoga APS 8Br 
in APS 12Cl, zato smo naredili tudi natanĉnejši test inhibicije pritrjanja v oţjem razponu 
koncentracij. Pri analogu APS 7Cl smo poskus ponovili v enakem koncentracijskem obmoĉju 
kot v prvem poskusu, saj smo zaradi nejasnih rezultatov (neenakomernega odnosa med 
koncentracijo in aktivnostjo) ţeleli ponoviti prvi poskus. 
Kasneje se je izkazalo, da je ta anomalija verjetno toksikološki fenomen, imenovan hormeza, 
kjer se pri majhni koncentraciji toksikanta poveĉa aktivnost organizmov. Enak pojav smo 
zasledili tudi pri analogu APS 8Br. 
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Na podlagi dobljenih rezultatov bi za nadaljnje raziskave in kasnejšo izdelavo netoksiĉnih 
aditivov oz. protivegetativnih premazov lahko uporabili analoga APS 8Br in APS 12Cl. Oba 
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